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Souches de levures prdsentant un bilan de fermentation alcoolique des sucres modifi6. notamment en ce qui conceme la production de 
glycerol et d'6thanol, vecteurs ou sequences, utilisables pour Tobtention desdites souches, Lcsdites souches de levures sont s61ecrionn6es 
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SOUCHES DE LEVUKJES PRESENTANT UN BILAN DE FERMENTATION 
ALCOOIilQUE DES SUCRES MODIFIE ET LEURS APPLICATIONS, 
VECTEURS UTILISABLES POUR L'OBTENTION DESDITES SOUCHES. 

La presente invention est relative a des 
5 souches de levures presentant un bilan de fermentation 
alcoolique des sucres modifie, notamment en ce qui 
concerne la production de glycerol et d*ethanol. 

La presente invention est egalement relative a 
des vecteurs ou des sequences, utilisables pour 
10 I'obtention desdites souches. 

Le glycerol est un compose extremement impor- 
tant dans les fermentations alcooliques industrielles 
realisees par des levures, notamment parce qu'il s'agit 
du principal sous-prpduit de fermentation apres I'ethanol 
15 et le CO2. 

La production de glycerol, realisee dans le 
cytoplasme, commence par la reduction du dihydroxyacetone 
phosphate (DHAP) en glycerol-3 -phosphate, par une glyce- 
rol 3 phosphate deshydrogenase NADH-dependante (GPDH, EC 

20 1.1,1.8). L* enzyme est f ortement inhibee par des concen- 
trations elevees en ethanol (NAGODAWITHANA et al . J. Am. 
Soc. Brew. Chem. 39, p. 179-183, 1977), des solutions de 
force ionique importante ainsi que par differents metabo- 
lites et cofacteurs [NADER et al . , Biochem. Biophys . 

25 Acta, 571, p. 177-185, (1979)], Elle est vraisemblable- 
ment activee par un ou des effecteurs [GANCEDO et al . , 
European Biocem. , 5, p' 165-172, (1968)]. Son poids mole- 
culaire est de 42 IcDa [NILSSON et ADLER, Biochem. 
Biophys. Acta, 1034, p. 180-185, (1990)] ; la forme 

30 active presente par centre un poids moleculaire de 68 
IcDa, ce qui semblerait montrer que 1 * enzyme est active 
sous la forme d'un dimere [ALBERTYN et al . , FEBS, 308, p. 
130-132, (1992)]. Un gene, denomme GPDl, responsable de 
la synthese de 1 * enzyme a ete recemment clone et caracte- 

35 rise [LARSSON et al . , Mol . Microbiol. 10, p. 1101-1111, 
(1993) ; ALBERTYN et al , , Mol. Cell. Biol. 14, p. 4135- 
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4144, (1994)], mais sa disruption n'entraine pas une 
parte totale d'activite GPDH, ce qui entralne un maintien 
de la production de glycerol, y compris en anaerobiose, 
ce qui suppose 1' existence d'un deuxieme gene, GPD2 , 
5 codant pour une isoenzyme. 

La deuxieme etape cons is te en la dephosphory- 
lation du glycerol-3 -phosphate en glycerol par 1 ' a-glyce- 
rophosphatase (glycerol 3 -phosphatase ou GSPase, EC 
3.1.3.21), stereospecif ique du L-glycerol-3 -phosphate . 
10 Cette etape n'est pas consideree comma limitante. 

Alors que le glycerol est produit dans le 
cytoplasme, les enzymes impliquees dans son assimilation 
sont, par contre, localisees dans la mitochondrie : gly- 
cerol kinase codee par GUTl et une GPDH flavine adenine 
15 dinucleotide (FAD) -dependante codee par GUT2 . 

Le gene GPDl [LARSSON et al . , 1993 et ALBERTYN 
et al,, 1994, precites] , obtenu a partir de la levure 
Saccharomyces cerevisiae comprend 117 6 pb et code pour la 
GPDH precitee (ou GPDlp) , proteine de 391 amino-acides . 
20 Le glycerol est synthetise dans la levure en 

reponse a deux conditions environnementales differentes : 

- Le choc osmotique : 

La production de glycerol est augmentee en 
reponse a ce stress , Le glycerol sert de solute permet- 
25 tant d'ajuster la pression osmotique intracellulaire en 
fonction de celle du milieu. Lors du stress osmotique, la 
synthese de GPDlp (GPDH exprimee par le gene GPDl) est 
augmentee de fagon importante. 

- L * anaerobiose et en particulier 1 ' etat redox 
30 de la cellule : 

La formation du glycerol pendant la fermenta- 
tion alcoolique est un moyen pour la cellule d*equilibrer 
sa balance d ' oxydor eduction (balance desequilibree notam- 
ment au cours de la croissance cellulaire) , en fournis- 
35 sant un systeme accepteur d' electrons complementaire 
(figure 1) . 
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L' etude de mutants osmosensibles 

osgl-1, (LARSSON et al . ; 1993, precite) , montre qu'ils 
sont incapables de croitre dans un milieu a faible poten- 
tiel en eau et presentent a la fois une diminution signi- 
5 ficative de la production du glycerol et de I'activite de 
la GPDH. 

ALBERTYN et al . , 1994, precite, ont egalement 
sequence le meme gene GDPl et ont plus particulierement 
etudie la regulation de 1 ' expression de la GDPlp chez 

10 cerevisiae par la voie metabolique HOG (= High-Osmola.rity 
Glycerol response). L'effet physiologique preeminent, 
dans les levures ayant subi un choc osmotique, est 1 • aug- 
mentation intracellulaire de la production de solutes 
compatibles pour contrebalancer la pression osmotique 

15 (essentiellement production de glycerol) . Le gene GDPl et 
un taux de production eleve de glycerol sont essentiels a 
la croissance des levures, en presence d'un choc osmoti- 
que . 

Pour etudier la regulation de la production de 

20 glycerol, ces Auteurs ont realise des etudes de surex- 
pression et de deletion du gene GPDl . La surexpression 
est realisee en sous-clonant le gene GPDl dans un plas- 
mide multicopies YEplaclSl (= YEpGPDl) . Les transf ormants 
(levures de laboratoire) portant le plasmide multicopies 

25 YEpGPDl, presentent une activite enzymatique GPDH-NADH 
dependante, . superieure d*un facteur 5 a 7, par rapport a 
1' activite enzymatique des cellules non transf ormees ; 
toutefois, de tels transf ormants , bien qu'ils surprodui- 
sent 1 ' enzyme {GPDlp) , ne presentent pas de taux plus 

30 eleves en glycerol, dans un milieu de culture contenant 
du glucose, alors que lorsque du galactose est utilise a 
la place du glucose, les memes transf ormants produisent 
environ 3 a 5 fois plus de glycerol que les cellules non- 
transf ormees . Toutefois, 1 ' etude du choc osmotique sur 

35 ces cellules transf ormees , a conduit les Auteurs de cet 
article a preciser que les cellules surproduisant la GPDH 
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n'apparaissent pas comme etant plus resistantes au choc 
osmotique que les cellules sauvages, ceci etant sans 
doute lie au fait gu'elles ne produisent pas plus de gly- 
cerol, lors d'une fermentation alcoolique . 
5 La modulation de la production de glycerol 

(augmentation ou diminution) et du rapport glyce- 
rol/ethanol, pendant la fermentation alcoolique, presente 
un inter^t dans I'industrie agro-alimentaire : oenologie, 
brasserie, distillerie, boulangerie, cidrerie. 

En oenologie, le glycerol est un compose 
important en ce qui concerne les qualites organoleptiques 
du vin . II apporte notamment une propriete de "moellexax" , 
et un leger gout sucre. La concentration moyenne de 
glycerol dans les vins est de 5 a 12 g/1 ; la variabilite 
15 observee depend de differents parametres, tels que la 
composition du milieu et les conditions de croissance, et 
aussi la nature de la souche utilisee. 

L ■ obtention de teneurs plus elevees en glyce- 
rol a deux interSts majeurs : 

1) une amelioration des qualites organolepti- 
ques du produit, et 

2) une diminution de la teneur en ethanol . En 
effet, le glycerol produit normalement au cours de la 
fermentation alcoolique est la resultante du fonctionne- 
ment d'un systeme accepteur d- electrons complementaire, 
destine a equilibrer la balance generale d ' oxydor eduction 
de la glycolyse. Le r61e preponderant du glycerol en 
anaerobiose est done la reoxydation du NADH (figure 1) . 

L ' amplification de la production de glycerol 
va d'une part limiter le flux de carbone normalement uti- 
lise vers la production de pyruvate puis d' ethanol, et 
d" autre part, provoquer un desequilibre de la balance 
d'oxydoreduction, par utilisation accrue du pool de NADH. 
Ce desequilibre pourra §tre compense par une limitation 
de la principale voie impliquee dans la regeneration du 
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NAD (voie de synthese de I'ethanol) au niveau de la con- 
version acetaldehyde vers I'ethanol. 

C'est pourquoi la Demanderesse s'est donne 
pour but de pourvoir a des souches de levures trans for- 
5 mees qui repondent mieux aux besoins de la pratique que 
les souches trans formees de I'Art anterieur, notamment en 
ce qu' elles permettent ef f ectivement 1 ' amplification de 
la production de glycerol avec une modification concomi- 
tante du rapport glycerol/ethanol . 

La presente invention a pour objet des souches 
de levures, caracterisees en ce qu' elles sont selection- 
nees parmi des souches de Saccharomyces, en ce qu' elles 
contiennent au moins un fragment d'un gene codant pour 
une glycerol 3 phosphate deshydrogenase NADH- dependant e 
(GPDH) , lequel fragment est modif ie par des sequences de 
regulation actives dans la levure comportant un promoteur 
fort, pour augmenter la production de glycerol et reduire 
la production d'ethanol, dans un milieu riche en sucres 
pendant la fermentation alcoolique. 

On entend, au sens de la presente invention, 
par milieu riche en sucres, un milieu contenant au moins 
3 0 g/1 de sucres (3 %) (glucose, fructose, melasses, par 
exemple) , de preference entre 60 g/1 (6 %) et 250 g/1 
(25 %) . 

25 Conformement a 1' invention, lesdites souches 

de levures produisent, lorsqu' elles sont ensemencees dans 
un milieu de fermentation comprenant plus de 3 0 g/1 de 
sucres, environ 2 a 5 fois plus de glycerol avec une 
reduction concomitante du taux d'ethanol d'au moins 
30 4 g/1, par rapport a des cellules de levures non trans- 
formees et cultivees dans un milieu de fermentation 
comprenant moins de 3 0 g/1 de sucres. 

En outre, le rapport glycerol produit /glucose 
initial est signif icativement different pour les souches 
transformees (entre 0,07 et 0,15) selon 1' invention par 
rapport aux souches non transformees (0,03-0,04). 
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Conf ormement a 1' invention, ledit gene codant 
pour une GPDH est selectionne dans le groupe constitue 
par le gene GPDl, le gene GPD2 ou tout gene homologue, 
apte a coder pour une GPDH. 
5 Lesdites s ouches de Saccharomyces sont, de 

preference, des souches industrielles , notamment des 
souches oenologiques, de distillerie, de brasserie, de 
boulangerie ou de cidrerie. 

Selon un mode de realisation prefere de 
10 1' invention, lesdites levures appartiennent a 1 ' espece 
Saccharomyces cerevisxae . 

A titre d'exemple, on peut citer la souche 
ScV5M, derivee d'une souche industrielle oenologique. 

De maniere avantageuse, 1* invention prevoit, 
pour I'obtention de souches aptes a une production accrue 
de glycerol et une reduction de la production d'ethanol, 
sur un milieu riche en sucres, la construction suivante : 

Lesdites souches de Saccharomyces sont carac- 
terisees en ce qu'elles contiennent au moins deux copies 
du gene codant pour une GPDH NADH-dependante (GPDl ou 
GPD2 ) , sous controle de sequences regulant 1 ' expression 
dudit gene dans la levure. 

Par "sequence regulant 1' expression d'un 
gene", on entend des sequences de type promoteur et 
25 terminateur actives dans la levure. Les promoteurs et 
terminateurs de differents genes peuvent etre utilises, 
associes a des combinaisons differentes. On utilisera, de 
preference, des promoteurs et terminateurs d'un autre 
gene que le gene GPDl. On citera, a titre d'exemple non 
limitatif, les promoteurs et terminateurs, connus en eux- 
memes, des genes alcool-deshydrogenase I (ADHI) , phospho- 
glycerate kinase ( PGK) et glyceraldehyde- 3 -phosphate 
deshydrogenase (GAPDH) . 

L ' invention compirend egalement la cassette 
d' expression obtenue en associant lesdites sequences de 
regulation et le gene codant pour une GPDH NADH- 
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dependante (GPDl par exemple) ; cette cassette peut etre 
portee par un plasmide, ou integree dans I'ADN chromo- 
somique de la levure hote. 

invention englobe egalement des vecteurs 
5 d * expression, comprenant une cassette d' expression telle 
que definie ci-dessus, et utilisables pour 1 ' obtention 
des souches de levures transformees conformes a 1 • inven- 
tion. 

Ces vecteurs pourront etre selectionnes sur la 

10 base de la nature et de la force des elements regulateurs 
qui entrent dans la cassette* d* expression. On peut choi- 
sir les promoteurs et terminateurs decrits plus haut, ou 
tout autre sequence permettant de controler 1* expression 
d'un gene dans , la levure. 

15 Un autre critere du choix des vecteurs reside 

dans le nombre de copies de ceux-ci, qui est conditionne 
par le choix de 1 ' origine de replication. 

Conf ormement a 1' invention, le gene GPDl, 
associe a des sequences de controle, est porte par un 

20 plasmide replicatif a haut nombre de copies, possedant 
comme origine de replication dans la levure : une partie 
du plasmide 2|l endogene, une sequence ARS chromosomique 
ou des sequences telomeriques , 

Pref erentiellement , les vecteurs conformes a 

25 1 • invention comportent egalement des marqueurs de selec- 
tion dans la levure, tels que des marqueurs d'auxo- 
trophie : URA3 , LEU2 / HIS3 , TRP^, ADE etc.... et/ou des 
marqueurs de resistance aux antibiotiques (G318, hygro- 
mycine B, chloramphenicol, pleomycine) , a des herbicides 

30 (sulf ometuron methyle) , au cuivre . . . 

Avantageusement , les vecteurs conformes a 
1 ' invention sont des vecteurs navettes, possedant egale- 
ment une origine de replication bacterienne et un mar- 
queur de selection dans une bacterie (par exemple, gene 

35 de resistance a un antibiotique) . 
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Les plasmides conformes a 1' invention, portant 
le gene codant pour la GPDH-NADH dependante de levure 
peuvent etre introduits dans toutes souches de levure, 
par differentes techniques de transformation. 
5 Parmi les techniques de transformation les 

plus courantes, on citera la technique des protoplastes , 
la technique de permeabilisation aux sels de lithium et 
1 ' electroporation , 

De maniere surprenante, les levures Saccharo- 
10 mycBs, trans formees par un plasmide a haut nombre de 
copies, dans lequel le gene codant pour une GPDH (gene 
GPDl ou gene GPD2) est associe a des sequences 
regulatrices dudit gene, ont une production accrue en 
glycerol et une reduction de la production d'ethanol sur 
15 un milieu riche en sucres, c'est-a-dire comportant au 
moins 30' g de sucres/1 ; a titre d'exemple, des levures 
transformees conformes a 1' invention permettent 
1' expression multicopies du gene GPDl codant pour une 
GPDH, sous controle du promoteur fort ADHI (clone SIM7, 
par exemple) et ainsi une production signif icativement 
accrue de glycerol pendant la fermentation alcoolique 
dans un milieu contenant 3 0 g/1 de sucres ou plus, alors 
que 1' expression multicopies de ce gene, dans un milieu 
ne contenant que 2 0 g/1 de sucres, comme decrit dans 
25 ALBERTYN et al . (1994), c'est-a-dire sous controle de son 
propre promoteur, dans une levure de laboratoire n'avait 
jusqu' alors pas permis d' observer une augmentation de la 
production de glycerol. 

Le precede de construction des souches confor- 
mes a 1 ' invention surexprimant la GPDH et en consequence 
surproduisant du glycerol, sur un milieu riche en sucres 
(fermentation alcoolique) comprend les etapes suivantes : 

construction d'une cassette d' expression 
comprenant le gene codant pour une GPDH (gene GPDl ou 
35 gene GPD2) et des elements regulateurs forts ; 
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introduction de cette cassette en multi- 
copies dans une levure . 

Les souches de levures surproductrices de 
glycerol, conformes a 1' invention trouvent de nombreuses 
5 applications dans 1 • agro-alimentaire . Elles sont utili- 
sables partout ou une fermentation alcoolique doit 
s ' accompagner a la fois d^une diminution du taux en etha- 
nol et d'une diminution du taux de sucres . Ceci est par- 
ticulierement interessant dans le domaine de I'elabora- 
10 tion de boissons fermentees a teneur allegee en ethanol, 
que ce soit des vins ou des produits plus recents comme 
les "cocktails a base de vin" . Dans cette derniere cate- 
gorie, par exemple, la teneur en sucre ne doit pas depas- 
ser 80 g/1, et le degre final d'alcool 4«=>C, ce qui 
15 suppose 1 ' utilisation de mouts ayant une richesse en 
Sucre de 150 g/1 au maximum, ce qui est rarement le cas . 
D'autres modeles tels que les petillants de raisin sont 
egalement concernes . 

De fagon plus generale, on constate, depuis 
20 quelques annees, une tendance affirmee de la consommation 
pour des produits moins riches en sucre mais aussi en 
ethanol, tout en conservant le goQt sucre. 

Or, les precedes physiques susceptibles d'etre 
mis en oeuvre dans ce but : osmose inverse, evaporation 
25 sous vide, presentent dans ce contexte, des limites, dans 
la mesure ou ces techniques, en cours de developpement , 
sont couteuses et alterent souvent la qualite des pro- 
duits. Pour ces raisons, les souches de levure, conformes 
a 1' invention, susceptibles de degrader plus de sucre en 
30 produisant moins d'alcool au profit du glycerol (saveur 
sucree) presentent des avantages incontestables . De plus, 
les levures surproductrices de glycerol, conformes a 
1' invention, presentent, au niveau de leur mise en oeu- 
vre, 1 ' avantage de ne pas necessiter d ' invest issement 
35 particulier. En s ' af f ranchissant des metabolismes tradi- 
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tionnels, on peut obtenir des produits originaux au sein 
du secteur des boissons f ermentees . 

Le secteur de la boulangerie est egalement 
concerne ; mais dans ce cas, c'est 1 ' augmentation de la 
5 production intracellulaire en glycerol qui est recher- 
chee ; de telles levures presentent, en effet, une plus 
grande osmo tolerance et une resistance accrue a la conge- 
lation et au sechage . 

La presente invention a egalement pour objet 
10 un precede de fermentation alcoolique a bilan de fermen- 
tation des sucres modif ie, caracterise en ce que pour 
augmenter la production de glycerol et reduire la produc- 
tion d'ethanol, ledit procede comprend : 

(1) la transformation d'une souche de levure 
15 Sacch^romyces par un vecteur surexprimant la proteine 

GPDH ; et 

(2) 1 ' ensemencement du milieu de fermentation, 
contenant au moins 3 0 g/1 de sucres, avec la souche de 
levure transformee ( trans formant ) , obtenue en (1). 

20 Outre les dispositions qui precedent, 1 * inven- 

tion comprend encore d'autres dispositions, qui ressorti- 
ront de la description qui va suivre, qui se refere a des 
exemples de mise en oeuvre du procede objet de la pre- 
sente invention, ainsi qu'aux dessins annexes, dans 

25 lesquels : 

la figure 1 represente la balance 
d' oxydor eduction pendant la fermentation alcoolique, 

la figure 2 represente la sequence des 
oligonucleotides 01 et 02 et leurs positions respectives 
30 dans le gene GPDl, 

- la figure 3 illustre le clonage du gene GPDl 
dans le plasmide pGEM-T, 

- la figure 4 represente le clonage du gene 
GPDl dans le plasmide pVTlOO-U, 

^5 - la figure 5 represente 1' evolution de la 

population cellulaire en fonction de I'avancement de 
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reaction chez V5p (souche controls ScVBM transformee par 
le plasmide pVTlOO-U) (O) et SIM7 (souche ScV5M transfor- 
mee par le plasmide pVTlOO-U-GPDl) (•) , 

- la figure 6 represente la production de 
5 glycerol en fonction de I'avancement de reaction chez V5p 

(O) et SIM7 (•) , 

la figure 7 represente 1' evolution de 
I'activite specifique GPDH chez V5p (O) et SIM7 (•) en 
fonction de I'avancement de reaction, 

10 - la figure 8 represente 1 ' immunodetection de 

la proteine GPDlp chez SIM7 . Les fractions proteiques 
sont obtenues a differents moments d'avancement de reac- 
tion, Chague depot proteique contient la meme quant ite de 
proteine (10 |xg) , 

15 - la figure 9 represente 1' evolution de la 

population cellulaire chez V5p (O) et SIM7 (•) , en fonc- 
tion du temps (fl (V5p) =|i( SIM7 ) =0 , 54 gen./h), 

- la figure 10 represente 1' evolution de la 
concentration en glucose restante dans le milieu chez V5p 

20 (O) et SIM7 (•) , en fonction du temps (fermentation sur 
YNB + 5 g/1 de casaminoacides pH 3,4, 2 8°C avec 
[glucose] =100 g/1), 

- la figure 11 represente 1' evolution de la 
production d' acetaldehyde en fonction de I'avancement de 

25 reaction chez V5p (O) et SIM7 (•) , 

- la figure 12 represente les oligonucleotides 
utilises pour isoler la cassette promoteur TEFl-gene ZEO- 
terminateur CYCl, a partir du vecteur pVT332, 

- la figure 13 represente le plasmide recombi- 
30 nant pVTlOOU-ZEO-GPDl , 

- la figure 14 illustre 1' evolution de produc- 
tion des metabolites produits respectivement par les 
souches K^/pVTlOOU-ZEO (souches contrdles, egalement 
denommees ci-apres K^-pVTU) (S) et les souches transfor- 
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mees K,/PVT100U-2EO-GPD1 (egalement denommees ci-apres K,- 
GPDl) (H) . 

II doit etre bien entendu, toutefois, que ces 
exeinples sont donnes a titre d' illustration de l^objet de 
5 1' invention, dent ils ne constituent en aucune maniere 
une limitation. 
EXEMPLE 1 : CLONAGE DE GPDl, 

Le clonage de GPDl a ete realise par amplifi- 
cation PGR, a partir d'ADN total de la souche ScV5M, a 
10 I'aide des deux oligonucleotides Ol et 02 (figure 2), 
choisis a partir de la sequence de GPDl [LARSSON et al . , 
(1993)]. Cette souche a ete deposee le 18 Juin 1992 
aupres de la Collection Nationale de Cultures de* Micro- 
organismes, tenue par 1 ' INSTITUT PASTEUR, sous le numero 
15 1-2222. II s'agit d'une souche haploide, ura- , MAT a, 
derivee d'une souche oenologique 

1) Extraction de I'ADN qenomioue de ScVSM 
La souche ScVSM a ete cultivee dans le milieu 
YEPD, dont la composition est la suivante : extrait de 
20 levure 10 g/1, peptone 20 g/1, glucose 20 g/1. 10 ml de 
milieu YEPD sont ensemences par ScVSM et incubes pendant 
une nuit a 28oc. 50 ml de meme milieu sont ensemences a 
une DO (660 nm) de 0,05, et incubes a 28°C, jusqu'a 
atteindre une DO (660 nm) de 4 a 6 . 

l^^s cellules sont recuperees par centrifuga- 
tion pendant 10 minutes a 1000 g et I'ADN extrait selon 
la methode decrite par VAN SOLIGEN et VAN DER PLAAT, J. 
Bacterid., 130, p. 946-947, (1977), avec quelques modi- 
fications : 

culot cellulaire est repris dans un tampon 
SCE pH 7 (sorbitol 1,2 M, Na3 citrate 0,1M, EDTA 60 mM) , 
avec 5 |il/ml de p-mercaptoethanol, et incube 15 minutes a 
temperature ambiante. 

- 5 mg/ml de zymolyase 20000 sont ajoutes a la 
35 suspension cellulaire, que 1 • on place a 37^0 pendant 45 
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minutes, jusqu'a obtention d'un taux de protoplaste supe- 
rieur a 90% . 

- Les protoplastes sont recuperes par centri- 
fugation 5 minutes a 3 50 g, puis repris dans 1 ml de 

5 tampon de lyse (Tris-HCl 0,2M pH 8, EDTA 0,1M, sarkosyl 
1,5%) additionne de 100 |Xl de proteinase K (20 mg/ml) . La 
solution est incubee 1 h a 50°C. 

- La suspension est centrifugee 3 0 minutes a 
15000 g, et le lysat recupere. L'ADN est precipite par 

10 0,05 volume d' acetate de sodium 3M pH 4,8 et 2 volumes 
d'ethanol. Le precipite est recupere a l*aide d'une 
baguette de verre et dissous dans 500 |il de tampon TE 
(Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8). La concentration de I'ADN 
en solution est determinee par mesure de la DO a 260 nm. 
15 2) AniTDlif ication de GPDl par PGR 

A partir de la sequence de GPDl [LARSSON et 
al., Mol. Microbiol., 10, p. 1101-1111, (1993)] deux 
oligonucleotides 01 et 02 ont ete synthetises. 01 est 
choisi en amont du codon d* initiation de la traduction. 
20 02 est situe apres le codon stop. Aux extremites 5' de 
chaque oligonucleotide, ont ete rajoutees des base 
supplementaires , de fagon a introduire un site de res- 
triction Xhol pour 01 et BamHl pour 02 . La sequence des ' 
oligonucleotides est indiquee sur la figure 2. 
25 Les deux amorces ont ete utilisees pour ampli- 

fier GPDl, a partir de 1*ADN total isole de ScV5M, dans 
les conditions suivantes : 

Amorce 01 5 p,l (20 pmoles) 

Amorce 02 5 ^1 (20 pmoles) 

30 Tampon TaQ lOX (PROMEGA) 10 |Lll 

TaQ (PROMEGA, 5 U/\ll) 0 , 5 ^ll 

dNTP (2 mM) 10 |ll (100 ng) 

MgClj (25 mM) 6 ^ll 

HjO qsp 100 \ll 
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Conditions d ' amplification : 30 secondes 94^0, 
3 0 secondes 3 9^C, 1 minute 72 pendant 30 cycles, sur 
amplification Perkin-Elmer Cetus modele 9600. 

Le produit d ' amplification est analyse sur gel 
5 d'agarose 0,8%. Une seule bande de 1300 paires de bases 
environ est observee, en accord avec la taille theorique 
de 1260 pb. 

3) Identification du fragment aniplifiQ 

Afin de verifier que le fragment clone corres- 
pond a GPDl, le produit PGR a ete sous-clone dans le vec- 
teur PGEM-T (PROMEGA) , afin de determiner partiellement 
sa sequence. Pour cela, le produit amplifie a ete preci- 
pite en ajoutant au melange d ' amplification 0,25 volumes 
d' acetate d ' ammonium ION et 2,5 volumes d'ethanol. Apres 
15 minutes a -20*^C, la suspension est centrifugee 15 
minutes a ISOOOg. Le surnageant est elimine et le culot 
lave dans les memes conditions par de I'ethanol 70%. 
Apres sechage, I'ADN est repris dans 50 fil de tampon TE. 

100 ng d'ADN amplifie sont ligues a 50 ng de 
20 vecteur pGEM-T dans un melange reactionnel final de 
10 |il, en presence de 2 ^1 de tampon 5X (GIBCO BRL) et de 
1 unite de T4 ADN ligase (GIBCO BRL) , pendant une nuit a 
14<=C, La souche de E. coli DH5a (GIBCO BRL) de genotype : 
F- ; endAl ; hsdRlV (K-, mK-) ; SUPE44 ; Thi-1 ; X- ; 
25 recAl ; gyrA96 ; relAl, a ete utilisee. Les protocoles 
utilises pour la preparation des bacteries competentes et 
ceux pour la transformation sont decrits par HANAHAN, DNA 
cloning, vol. 1, DM Glover (ed) IRL Press, p. 109-135, 
(1985) . Le melange de ligation a ete utilise pour trans- 
30 former les bacteries competentes DH5a. Les colonies obte- 
nues ont ete selectionnees sur boites LB (bactotryptone 
10 g/1, extrait de levure 5 g/1, NaCl 10 g/1) plus ampi- 
cilline (50 M,g/ml) . L'ADN des clones obtenus est ensuite 
extrait et analyse par digestion enzymatique [SAMBROOK et 
35 al,, MolBCular Cloning- : A Jajboratory manuel Cold Spring- 
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Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor HN.Y., (1989)]. Un 
clone possedant 1 ' insert de 1260 pb a ete selectionne. Le 
plasmide obtenu, appele pGEMT-GPDl est represente sur la 
figure 3- 

5 insert a ete sequence par la methode enzyma- 

tique de teirminaison de chaine [SANGER et al,, Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA, 74, p. 5463-5467, (1977)] a 1 ' aide 
du sequenceur automatique A370 pilote par le logiciel 
A3 7 3 (APPLIED BIOSYSTEMS) . Les amorces couplees aux ddNTP 

10 fluorescents qui ont ete utilisees sont le T7 et M13 
reverse. Les reactions de sequence ont ete realisees a 
I'aide du Icit "PRISM Ready Reaction DyeDeoxy Teinminator 
Cycle Sequencing ]cit" (APPLIED BIOSYSTEMS) sur I'appareil 
thermocycleur Perlcin-Elmer Cetus modele 9600, confontie- 

15 ment aux indications du fournisseur. 

- Les sequences obtenues ont ete analysees a 
I'aide du logiciel DNA Strider 1,0 [MARCK, (1988)], et 
les recherches d^liomologie ont ete effectuees sur le pro- 
gramme FASTA avec la banque de donnees EMBL de Heidelberg 

20 et GENE BANK. La sequence d*au mo ins 3 00 bases de cliaque 
brin du fragment clone a ete ainsi realise. Une identite 
de 100% a ete trouvee avec la sequence de GPDl publiee 
[LARSSON et al . , Mol. Microbiol. 10, p. 1101-1111, 
(1993)], ce qui confirme que le fragment amplifie corres- 

25 pond bien au gene GPDl . 

EXEMPIiE 2 : SUREXPRESSION DE GPDl DANS IiA LEVURE S. 
CEREVISIAE ScVSH. 

Afin d'obtenir une expression forte et consti- 
tutive de GPDl dans la levure, la region codante de GPDl 

30 a ete placee sous le controle d' elements regulateurs 
(promoteur et terminateur) de levure, dans un vecteur 
navette levure/E. coli. 

1) Introduction de GPDl sur le plasmide miilti- 
copxe pVTlOO"U 

35 Le plasmide d* expression pVTlOO-U a ete uti- 

lise (figure 4). Ce plasmide contient I'origine de repli- 
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cation de levure 2 ii, le marqueur de selection URA3 et 
les elements regulateurs forts ADH (promoteur et termina- 
teur de I'alcool deshydrogenase I), ainsi que les ele- 
ments bacteriens (origine de replication et gene de 
resistance a 1 ' ampicilline) . Ce plasmide a ete decrit par 
[VERNET et al.. Gene, 52, p. 225-233, (1987)]. 

Le produit d ' amplification obtenu comme decrit 
a I'exemple 1, 2) , a ete digere par Xhol et BamHI. 100 ng 
de ce fragment digere ont ete ligues a 50 ng de vecteur 
pVTlOO-U digere par Xhol et BamHI et dephosphoryle . Apres 
transformation de bacteries et selection des clones 
recombinants comme decrit a I'exemple 1, 3), plusieurs 
clones recombinants ont ete obtenus . La carte du plasmide 
recombinant obtenu, appele pVTlOO-U-GPDl , est represente 
15 a la figure 4 . 

2) Transformation de la levure 

La souches de levure Saccharomyces cerevisiae 
ScVSM a ete transformee par le vecteur pVTlOO-U-GPDl et 
par le vecteur pVTlOO-U (controle) . 

La methode de transformation utilisee est 
celle de 1' acetate de lithium decrite par ITO et al . (j. 
Bacterid, , 1983, 153, 163-168) ) . 

Le milieu selectif utilise est du YNB (Yeast 
nitrogen base 7 g/1 DIFCO, glucose 20 g/1) , L'absence 
d ' uracile permet de conserver une pression de selection 
pour les plasmides. Plusieurs clones recombinants ont ete 
obtenus. Le clone SIM7 a ete etudie par la suite. 

3 ) Consequences de la surexpression de GPDl 

^) Obtention d' anticorps polvclonaux anti- 

30 GPDlp 

Des anticorps polyclonaux anti-GPDIp ont ete 
utilises comme outil lors de cette etude, lis ont ete 
produits par injection a un lapin d'une preparation puri- 
fiee de la proteine GPDlp. La purification de cette pro- 
teine a ete realisee a partir de la souche oenologique 
S267 : levure I.C.V. (88. 117.0), comme decrit ci-apres : 



25 



35 
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- Preparation de 1 ' ey^,T•;:^it bruf. 

10 litres de milieu YEPD sont ensemences avec 
S2 67, a partir d'une preculture de 12 heures sur le meme 
milieu. La culture est recueillie en fin de phase expo- 
5 nentielle et les cellules sont recuperees par centrifuga- 
tion, 5 minutes a 4000g. Le culot est ensuite lave avec 
du NaCl 0,9% et les cellules sont reprises dans un volume 
(v/w) de tampon A pH 7 , 0 (Tris-H2S04 10 mM, EDTA 1 mM, DTT 
1 mM, NaNj 0,02%, PMSF 1 mM, sulfate de protamine 0,7%). 

On ajoute a 30 ml de suspension cellulaire, 
15 g de billes de verre (diametre 0,5 mm) et on effectue. 
un broyage a 1 ' aide d'un appareil de type B. BRAUN pen- 
dant 4 minutes a 4<^C. Le surnageant est recupere apres 
centrifugation a 20000 g, 20 minutes et conserve a 4^0. 
^5 - Precipitation fractionnee par le sulfatf^ 

d* ammonium 

L'extrait brut est soumis a une precipitation 
fractionnee au sulfate d' ammonium. (40% de saturation) . Le 
surnageant obtenu est soumis a une precipitation a 60% de 
20 saturation. Le culot contenant la proteine active est 
resuspendu dans 50 ml de tampon A. 

- Chromatoaraphie echanaeuse d' anions 
L'extrait brut est dialyse 48 h centre du tam- 
pon A, puis depose a et a raison de 20 ml/h sur une 

25 colonne (1=10 cm, diametre = 1,6 cm) de DEAE-Sepharose 
CL6B (PHARMACIA) , prealablement equilibree avec du tampon 
B (Tampon A sans PMSF ni sulfate de potassium) . Apres 
elimination des proteines non retenues par passage de 
trois volumes de tampon d' equilibrage, un gradient 

30 lineaire de Tris-H2S04 pH 7 , 0 compris entre 0 et IM a ete 
applique. L ' enzyme est eluee pour une concentration en 
Tris-H2S04 de 300 mM. 

- Chromatoaraphie d' exclusion moleculaire 
Apres concentration / la fraction enzymatique 

35 obtenue a ete deposee sur colonne (1=40 cm, diametre = 
1,6 cm) de Sephadex-GlOO (domaine de f ractionnement 10000 
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a 120000 Da). L'elution est effectuee avec du tampon B, a 
raison de 5 ml/h. Les fractions (5ml) sont recuperees ' et 
I'activite de 1' enzyme mesuree. L' enzyme est eluee entre 
35 et 50 ml de tampon. Les fractions comprises entre 3 6 
5 et 48 ml de volume d'elution sont conservees. 

- Chroma toaranh -i ^ d^aff■in^^^ 

La fraction enzymatique obtenue a ete deposee 
sur une colonne contenant une resine de Blue Sepharose 
CL-6B sur laquelle est fixe un analogue du NAD+, le bleu 
10 Cibacron F3G-A. La colonne (1=5 cm, diametre = 1,6 cm) 
est equilibree a 4°C avec le tampon B et 1 ■ echantillon 
est depose a raison de 6 ml/h. La colonne est ensuite 
lavee avec 10 volumes de colonne (tampon B) . L'elution de 
1- enzyme fixee a ete obtenue par utilisation d'un gra- 
dient mixte lineaire de Tris-H2S04 (0 a 1,5 M) et de NADH 
(0 a 3 mM) . Des fractions de 1 ml sont recuperees et 
I'activite de 1' enzyme mesuree. L' enzyme est decrochee a 
1 M de Tris-H2S04 et 2 mM de NADH. 

- Electrophorese en condi M ons df^naturanhg^c 
L'extrait purifie a ete soumis a une electro- 
phorese en conditions denaturantes (SDS-PAGE) , et la 
bande proteigue (43 kDa) correspondant a GPDlp a ete 
decoupee et reduite en poudre. Les anticorps ont ete pro- 
duits par la societe APPLIGENE, par injection a un lapin. 
Le serum est recolte au bout de deux mois . La specif icite 
des anticorps a ete testee par Western Blot. Les membra- 
nes de nylon-nitrocellulose obtenues apres transfert des 
proteines a partir du gel sont revelees comme decrit par 
SAMBROOK et al. [Molecular Cloning : A laboratory manuel 
Cold Spring Harbor Laboratory. Cold Spring Harbor N.Y. , 
(1989)], a I'aide d ■ immunoglobulines de chevre anti-lapin 
couplees a la phosphatase alcaline comme reactif secon- 
daire et le complexe 5-bromo-4-chloro-3-indoyl phos- 
phate/nitro blue tetrazolium comme substrat chromogene. 
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t>) Conditions de culture et de dosage : 
Milieu 

YNB [Yeast Nitrogen Base without amino-acid 
(DIFCO) 6,7 g/1, glucose 100 g/1, casamino-acid (DIFCO) 5 
3 g/1, pH 3,4]. Le milieu utilise ne contient pas d'ura- 
cile, ce qui assure une pression de selection pour les 
plasmides. 

Conditions de culture 

10 ml de milieu sont ensemences par les sou- 
10 ches de levure. La croissance est realisee en Erlenmeyer 
a 28^C, sans agitation. Les cultures sont realisees en 
anaerobiose, en fermenteurs de 250 ml remplis avec 2 00 ml 
de milieu, places a 28°C. Les fermenteurs sont ensemences 
a partir de la preculture, a raison de 10^ cellules/ml. 
15 La croissance est suivie par prelevement d'une 

fraction aliquote de milieu de culture et estimation du 
nombre de cellules sur un appareil de type Coulter 
counter (ZBI) . 

Les metabolites sont doses dans le surnageant, 
20 apres centrif ugation a 2000 g pendant 3 minutes, des pre- 
levements sont realises. 

Dosage des metabolites : 
Glucose 

Le glucose a ete dose par la methode de dosage 
25 des sucres reducteurs (DNS) . Le dosage est realise en 
ajoutant, a un volume de la solution a doser, un volume 
de reactif (300 g de tartrate de sodium et de potassium, 
16 g de NaOH et 10 g d'acide dinitro 3,5 salicylique) . Le 
melange est place a 100*=*C pendant 5 minutes. La reaction 
30 est arretee dans un bain a 4^C. 10 volumes d'eau sont 
ajoutes. La densite optique est determinee a 540 nm et la 
concentration en glucose est determinee par comparaison 
des valeurs determinees pour une gamme etalon de 0 a 2 g 
de glucose ou par HPLC comme precise ci-dessous. 
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Glucose, Glycerol, ebh^nol rl^^Y^^ : 

Le glycerol et 1 ' acetaldehyde ont ete doses 
par voie enzymatigue a 1 • aide des kits de dosage 
correspondants , commercialises par BOEHRINGER. 
5 Tous ces metabolites, excepte 1 • acetaldehyde 

ont egalement ete doses en parallele par HPLC selon les 
conditions suivantes : colonne Aminex HPX 87H Biorad, 
phase mobile acide sulfurique 8 mN, debit 0,6 ml/nui, a 
45«>C, detection ref ractometre . 

Mesure des activ ites f^nT^/ matigii^ 
Les cellules ont ete recuperees a partir de 
culture, par centrif ugation 3 minutes a 2000 g, et lavees 
avec un tampon KH2PO4 50 mM, pH 6,5. 100 mg de levure 
(poids humide) sont alors broyees par addition de 1 g de 
billes de verre (diametre = 0,5 mm) et 0,5 ml de tampon 
imidazole 20 mM pH 7,0 contenant 1 mM DTT. Le tube est 
agite 1 minute au vortex et place 1 minute dans la glace. 
L'operation est repetee 5 f ois . Apres centrifugation 1 
minute a 5000 g, le surnageant est recupere et constitue 
I'extrait acellulaire. Les proteines sont dosees a I'aide 
d'un kit BCA Protein Assay Reagent (PIERCE). L'activite 
glycerol-3-phosphate deshydrogenase (EC 1.1.1.8) est 
determinee par la methode decrite par GANCEDO (Eur. J. 
Biochem., 1968, 5, 165-172). 
25 c) ResultatH 

~ Dgs fe rmentations en milieu VTJR . decrit ci- 
dessus, ont ete realisees avec les deux souches transfor- 
mees par pVTlOO-U et pVTlOO-U-GPDl (SIM7) . 

La souche ScV5M trans formee par pVTlOO-U 
30 (temoin) et SIM7 ont ete testees pour leur capacite a 
produire du glycerol au cours de fermentations en condi- 
tions proches des conditions oenologiques . 

La croissance et la production de glycerol 
dans le milieu de culture ont ete suivies au cours de la 
35 fermentation (figures 5 et 6) . La quantite de glycerol 
produite est exprimee en fonction de I'avancement de 
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reaction (1-S/SO) ou S represents la concentration en 
glucose a 1* instant, t et SO la concentration initials. 
La souche SIM7 surexprimee pour le gene GPDl produit une 
quantite de glycerol largement superieure a la souche 
5 temoin transformee par le plasmide seul pVTlOO-U. La pro- 
duction finale atteint 14 g/1 pour la souche SIM7 contre 
4 g/1 pour la souche temoin (figure 6) . 

Une augmentation tres importante de I'activite 
GPDH est observes dans la souche SIM7 par rapport a la 

10 souche temoin (figure 1 , dans laquelle les valeurs repre- 
sentent la moyenne de 3 determinations, les barres verti- 
cales illustrent les ecart-types) . L'activite GPDH aug- 
ments de facjon tres rapide, et ce, des le debut de la 
croissance, pour atteindre un maximum a 1 * entree en phase 

15 stationnaire (figures 5 et 7). Ce maximum est de 1 ' ordre 
de 180 mU par milligramme de proteine, soit pres de 2,5 
fois I'activite observee dans la souche temoin (figure 
7) • Cette activite diminue ensuite, les niveaux atteints 
etant alors comparables a ceux de la souche temoin, Dans 

20 la souche temoin, I'activits GPDH est relativement faible 
en debut de fermentation et atteint un maximum d* environ 
75 mU/mg de proteine a un avancement de reaction de 0,6, 
Les cellules sont alors en phase stationnaire de crois- 
sance (figure 5) . 

25 Afin de confirmer que 1 ' augmentation d* acti- 

vite Chez SIM7 est liss a une surproduction de la pro- 
teine codee par GPDl, la production de cette proteine a 
ete suivie dans les deux souchss par immunodetection a 
I'aide d'anticorps polyclonaux diriges contre la proteine 

30 GPDl. Les rssultats sont montres pour la souche SIM7 
(figure 8) . 

Differents prelevements ont ete realises au 
cours de la fermentation. Les proteines d*un extrait brut 
prepare comme decrit ci-dessus ont ete separees par 
35 electrophorese SDS-PAGE et transferees sur membrane de 
nylon-nitrocellulose. Les anticorps polyclonaux obtenus 
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sont alors fixes sur la membrane et reveles par des anti- 
corps anti-lapin couples a la phosphatase alcaline 
[SAMBROOK et al , , 1989, precite] . La proteine GPDlp est 
detectee pour la souche surexprimant GPDl durant la phase 
5 exponentielle de croissance et reste produite a un niveau 
comparable jusqu'a la fin de la fermentation (figure 8) , 
Par contre, la proteine GPDlp n'est pas detectee dans la 
. souche temoin excepte pour les points situes entre 0,4 et 
0,6 d ' avancement de reaction, qui correspondent au pic 
10 d'activite GPDH observe (resultats non montres) . 

Une correlation etroite est observee entre la 
surproduction de glycerol (figure 6) et la surproduction 
de GPDlp (figure 8). Par centre, la chute d'activite GPDH 
observee pendant la deuxieme partie de la fermentation, 
15 alors que la proteine est toujours surproduite, est en 
contradiction avec 1 ' importance de la production de 
glycerol observee egalement pendant cette deuxieme moitie 
de la fermentation, Cette chute d'activite in vitro peut 
refleter une inactivation partielle de 1 ' enzyme in vivo. 
20 Cependant, on peut exclure une legere instabilite de la 
proteine pendant cette phase tardive, puisque dans les 
conditions experimentales utilisees, la reponse immuno- 
logique n'est pas quantifiable de fagon precise. 

La croissance de la souche SIM7 et de la 
25 souche temoin a ete comparee (figure 9 ) . Malgre une 
difference au niveau de la biomasse finale atteinte, le 
taux de croissance est exactement le meme pour les deux 
souches . II est de 0,54 generations par heure . D ' autre 
part, tout le glucose present dans le milieu de culture 
30 (100 g/1 initialement) est degrade par les deux souches 
(figure 10) . 

La voie de production du glycerol est done 
amplifiee de fagon importante, ce qui doit resulter en 
une utilisation accrue de NADH. Afin de voir si la 
35 cellule, pour maintenir sa balance d ' oxydoreduction, 
corrige ce desequilibre par une diminution de la produc- 
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tion d'ethanol, elle meme consommatrice de NADH, la pro- 
duction d'ethanol en fin de fermentation a ete mesuree 
dans les deux souches et les resultats sont illustres au 
Tableau I . 

Tableau I : Production d'ethanol chez SIM7 et 



ScV5M-pVT100-U pendant la fermentation alcoolique sur 
milieu YNB avec 100 g/1 de glucose. 



Souche 


Ethemol g/1 


glycerol /glucose 


ScV5M-pVT100-U 


46,8 


0, 04 


ScV5M-pTV100-U-GPDl 


37,5 


0, 13 



Une diminution importante (de 1 ' ordre de 
10 10 g/1) de la quantite d'ethanol produite par la souche 
SIM7 est ef f ectivement observee. 

Cette diminution de production d'ethanol, 
resultant de la moindre disponibilite en NADH necessaire 
a la transformation de 1 • acetaldhehyde en ethanol par 
15 intervention de 1 • alcool deshydrogenase I, 1* evolution de 
la production d * acetaldehyde a ete suivie, au cours de la 
f erme'ntation (figure 11) . En accord avec la diminution de 
production d'ethanol, une accumulation d ' acetaldehyde est 
observee dans la souche surexprimee pour GPDl. La concen- 
20 tration finale d ' acetaldehyde en fin de fermentation est 
de I'ordre de 150 mg/1 et reste done tres moderee. 

La surexpression de GPDl se traduit done sur 
un milieu riche en sucres, par une augmentation tres 
importante de la production de glycerol, contrebalancee 
25 par une diminution de la production d'ethanol. 

- Fermentation sur mout synthetioue 
La production de glycerol est proportionnelle 
a la quantite initiale de glucose present dans le milieu 
de culture. Ceci a ete montre en testant la production de 
30 glycerol par les souches ScV5M-pVT100-U et ScVSM-pVTlOO- 
U-GPDl, sur milieu synthetique MS en presence de 2 
concentrations en glucose. Le mout synthetique est un 
milieu mimant la composition de mouts naturels dont la 
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composition a ete decrite par BELY M. et al . {Journal of 
Fermentation and Bioengineering, 1990, 70, 246-252) . La 
composition en azote de ce milieu a ete modifiee de la 
fagon suivante : 80 mg/1 de NH.Cl et 12 0 mg/1 d' azote a 
amine ont ete utilises. Deux concentrations en glucose 
100 g/1 et 200 g/1 ont ete testees. Les fermentations ont 
ete realisees dans des fermenteurs de 1 1 . Par ailleurs, 
les autres conditions de culture et le suivi de fermenta- 
tion ont ete realises comme decrit ci-dessus. Les resul- 
tats de production de glycerol sont resumes dans le 
Tableau II : 

TABLEAU II : Production de glycerol chez SIM7 
et ScVSM-pVTlOO-U pendant la fermentation alcoolique sur 
milieu MS avec 100 et 200 g/1 de glucose 



Souche 


Glycerol g/1 




MS glucose 100 q/1 


MS glucose 200 g/1 


ScVSM-pVTlOO-U 


non determine 


6,6 


SCV5M-PVT1 0 0 -U-GPDl 


19 


27,9 



20 



25 



30 



Dans le cas de la fermentation dans un milieu 
contenant 200 g/1 de glucose, le rapport glycerol 
produit/glucose initial est signif icativement different 
pour la souche ScV5M-pVT100-U-GPDl (0,14) par rapport au 
rapport obtenu avec la souche contrdle ScV5M-pVT100-U 
(0,03). 

Une augmentation tres importante de la produc- 
tion de glycerol est observee en presence de 200 g/1 de 
glucose par rapport a une fermentation realisee sur 
100 g/1 de glucose. Afin de determiner les consequences 
de cette importante production de glycerol sur la teneur 
en ethanol, la production d'ethanol en fin de 
fermentation a ete mesuree sur ce milieu et les resultats 
sont illustres au Tableau III. 
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Tableau III : Production d'ethanol chez SIM7 
et ScV5M-pVT100-U pendant la fermentation alcoolique sur 
milieu MS avec 200 g/1 de glucose. 



Souche 


Ethanol g/1 


ScV5M-pVT100-U 


86,7 


Sc v5M-pVTl 0 0 -U-GPDl 


74 



5 La production tres important e (27,9 g/1) de 

glycerol sur milieu MS 200 g/1 de glucose s'accompagne 
d'une diminution de la production d'ethanol d' environ 
13 g/1. 

EXEMPLE 3 : Surexpression de 6PD1 dans la levure oeno- 
10 logique S. cerevisiciB Kl (Languedoc) en conditions oeno- 
logicjues . 

1) Introduction du maroueuir de selection posi- 
tif ZEO sur le plasmide multicopie pVTIOO-U-GPDI : 

Les souches industrielles oenologiques etant 
15 prototrophes, un marqueur positif dominant a ete intro- 
duit sur le vecteur pVTlOO-U-GPDl , afin de pouvoir selec- 
tionner des trans foimants de la souche Kl . 

La cassette « promoteur TEFl-gene ZEO-termina- 
teur CYCl » a ete isolee a partir du vecteur pUT 3 32 
20 (WENZEL T,J, et al . , Yeast, 1992, 8, 667-668), par PGR a 
I'aide des oligonucleotides decrits a la figure 12. Ces 
amorces permettent d'introduire des sites Hpal aux extre- 
mites du fragmient amplifie.. 

L' amplification a ete realisee de la maniere 

25 suivante : 

Oligonucleotide (1) 5 fil (20 pmoles) 

Oligonucleotide (2) 5 jll (20 pmoles) 

Tampon TaQ lOX 10 |Il 

dNTP 2 mM 10 |ll 

30 MgCl^ 25 mM 6 |ll 

PUT332 (50 ng/^1) 1 ^ll 
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TaQ 0,5 jxl 

Sau 52,5 \il 

30 cycles (30 sec 94^C, 30 sec 45<^C, 1 min 



72°C) 



Le fragment de 1175 pb amplifie a ete analyse 
sur gel d'agarose 0,8 %, puis digere par Hpal, et purifie 
sur gel d' agarose a bas point de fusion . La bande 
d' agarose contenant le fragment a ete decoupee et utili- 
see directement dans le melange de ligation. Trente ng de 
fragment ainsi obtenu ont ete ligues a 50 ng de plasmide 
pVTlOO-U-GPDl digere -par Hpal et dephosphoryle, pendant 
une nuit a 20°C, en presence de 2 unites de T4 DNA 
ligase . Apres transformation de bacteries et selection 
des clones recombinants, plusieurs clones ayant la struc- 
15 ture attendue ont ete obtenus . La carte du plasmide 
recombinant obtenu, appele pVTlOOU-ZEO-GPDl , est repre- 
sentee a la figure 13 . 

2) Transformation de la levure : 

La souche de levure oenologique S. cerevisiae 
Kl a ete transformee par le vecteur pVTlOOU-ZEO-GPDl et 
par le vecteur pVTlOOU-ZEO (controle) , par la methode de 
transformation a 1' acetate de lithium decrite par ITO et 
al . (1983 ) . Le milieu selectif utilise est du YEPD 
(extrait de levure 10 g/1, bacto peptone 20 g/1, glucose 
25 20 g/1) contenant 40 Jig/ml de phleomycine. 

^) Consequences de la surexpression de GPDl en 
condit ions de fermentation oenoloaiaue : 

10 ml de mout synthetigue (decrit a I'exemple 
2) sont ensemences par les souches de levure. La crois- 
sance est realisee en tube pendant 24 h a 28^0 . Les cul- 
tures sont realisees en anaerobiose, en fermenteurs de 
220 ml, remplis avec 200 ml de meme milieu et places a 
28*^C sous agitation a I'aide d'un barreau aimante. Les 
fermenteurs sont ensemences a partir de la preculture a 
35 raison de lO' cellules /ml. La croissance est suivie par 
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prelevement de fractions aliquotes de milieu de culture 
et estimation du nombre de cellules sur un appareil de 
type Coulter counter (ZBI) . Les metabolites sont doses 
dans le surnageant, apres centrif igation a 2 000 g pen- 
5 dant 3 minutes . 

* Dosage des metabolites : 

Glucose, glycerol, ethanol, acetate, succi- 
nate, pyruvate, acetoine et butane-diol : sont doses par 
HPLC conformement; au protocole decrit a I'exemple 2. 
10 L'acetaldehyde est dose par voie enzymatique 
(Boehringer) . La methode d' extraction du. butane-diol 
utilisee est celle precedemment decrite (HAGENAUER-HENER 
U. et al., Dtsch. Lebensm. Rundsch., 1990, 86, 273-276). 

* Resultats : 

15 Des fermentations sur mout synthetique ont ete 

realisees avec les souches Kl/pVTlOOU-ZEO (K^-pVTU) et 
Kl/pVTlOOU-ZEO-GPDl (K^-GPDl) . Les dif ferents metabolites 
ont ete doses apres consommation complete du sucre. Les 
resultats presentes sur la figure 14 montrent une produc- 

20 tion de glycerol de 14 g/1 pour la souche surexprimee 
pour GPDl au lieu de 6,9 g/1 pour la souche temoin. Cette 
surproduction de glycerol s'accompagne d'une diminution 
de la production d'ethanol d' environ 8 g/1 (80 g/1 centre 
88,4 g/1). Cette deviation du flux carbone vers le glyce- 

25 rol entraine une augmentation d'un facteur 2 environ de 
la concentration finale en acetaldehyde , pyruvate et ace- 
tate. Des variations plus importantes sont observees au 
niveau du succinate (1,8 g/1 centre 0,5 g/1) et du 2,3 
butane-diol (1,1 g/1 centre 0,25 g/1). 

30 Dans le cas de la fermentation dans un milieu 

contenant 2 00 g/1 de glucose, le rapport glycerol 
produit/glucose initial est signif icativement different 
pour la souche K^-GPDl (0,07) par rapport au rapport 
obtenu avec la souche controle K^-pVTlOO-U-ZEO (0,03). 

35 Ces resultats s'expliquent par le desequilibre 

de la balance redox engendre par la surexpression de 
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GPDl, Le NADH, pref erentiellement reduit en NAD par la 
voie GPDH, devient limitant pour la conversion de 
I'acetaldehyde en ethanol . Il en resulte une diminution 
de la quantite d' ethanol forme, ainsi qu'une accumulation 
d'acetaldehyde, d' acetate et de pyruvate. Les variations 
de ces metabolites en fin de fermentation restent toute- 
fois mineures. L ' accumulation de succinate et de butane- 
diol pourraient etre un moyen de detoxification de la 
cellule par rapport a 1 ' acetaldehyde . Les voies par 
lesquelles ces deux composes sont accumules n'ont pas ete 
etudiees. Cependant, dans I'hypothese ou le succinate est 
forme par la voie oxydative du cycle de Krebs, sa forma- 
tion pourraient permettre a la cellule de regenerer un 
peu de NADH. Au contraire, la formation de 2,3 butane- 
diol (produit de reduction de I'acetoine), a partir de 
I'acetaldehyde, non avantageuse au niveau redox, serait 
plutot un moyen de detoxification. Au niveau des inci- 
dences previsibles des modifications metaboliques obser- 
vees, il faut noter que les concentrations de tous ces 
metabolites restent dans une gamme compatible avec des 
concentrations pouvant etre observees dans les boissons 
fermentees et notamment dans le vin y compris pour le 
succinate (0,5-2 g/1, RADLER F. , Wine microhiology and 
hiotBchnology; Yiarwood Academic Publishers, 1992, Ed G. 
Fleet. Chur, Suisse) et le 2,3 butane-diol (0,3-1,3 g/1, 
RIBEREAU-GAYON et al . , Traite d'oenologie, 1972) . De 
plus, des quantites elevees de succinate pourraient etre 
avantageuses dans le vin, par le biais du caractere acide 
qu'il pourrait apporter. 

Ainsi que cela ressort de ce qui precede, 
1' invention ne se limite nullement a ceux de ses modes de 
mise en oeuvre, de realisation et d' application qui vien- 
nent d'etre decrits de fagon plus explicite ; elle en em- 
brasse au contraire toutes les variantes qui peuvent ve- 
35 nir a 1' esprit du technicien en la matiere, sans 
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s'ecarter du cadre, ni de la portee, de la presents in- 
vention. 
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REVENDICATIONS 
1^) Souches de levures, caracterisees en ce 
qu * elles sont selectionnees parmi des souches de 
Saccharomyces , en ce qu' elles contiennent au moins un 
5 fragment d'un gene codant pour une glycerol 3 phosphate 
deshydrogenase NADH-dependante (GPDH) , lequel fragment 
est modifie par des sequences de regulation actives dans 
la levure comportant un promoteur fort, pour augmenter la 
production de glycerol et reduire la production 
10 d'ethanol, dans un milieu riche en sucres pendant la 
fermentation alcoolique. 

2^) Souches de levures selon la revendication 
1, caracterisees en ce qu' elles selectionnees parmi des 
souches de Saccharomyces industrielles, notamment des 
15 souches oenologiques, de distillerie, de brasserie, de 
boulangerie ou de cidrerie. 

3°) Souches de levures selon la revendication 
1 ou la revendication 2, caracterisees en ce qu' elles 
appartiennent a 1 * espece Saccharomyces corevisiae. 
20 40 ) Souches de levures selon I'une quelconque 

des revendications 1 a 3, caracterisees en ce qu' elles 
contiennent au moins deux copies du gene codant pour une 
GPDH NADH-dependante. 

5^) Cassette d ' expression, caracterisee en ce 
25 qu'elle comprend un gene codant pour une GPDH NADH- 
dependante de levure associe a des sequences de 
regulation actives dans la levure. 

6*=*) Vecteurs d* expression, comprenant une 
cassette d* expression selon la revendication 5, et utili- 
30 sables pour I'obtention des souches de levures transfor- 
mees selon I'une quelconque des revendications 1 a 4. 

7°) Vecteurs selon la revendication 6, carac- 
terises en ce qu'il s'agit de vecteurs navette, possedant 
egalement une origine de replication bacterienne et un 
35 marqueur de selection dans une bacterie. 
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8°) Boissons fermentees a teneur allegee en 
ethanol, caracterisees en ce qu'elles sont obtenues par 
fermentation alcoolique, en presence de souches de 
levures selon I'une quelconque des revendications 1 a 4. 
5 9*=^) Utilisation d'une souche de levure selon 

selon I'une quelconque des revendications 1 a 4, pour la 
preparation de pain. 

10^) Procede de fermentation alcoolique a 
bilan de fermentation des sucres modifie, caracterise en 
10 ce que pour augmenter la production de glycerol et 
reduire la production d' ethanol, ledit procede comprend : 

(1) la transformation d'une souche de levure 
Saccharomyces par un vecteur surexprimant la proteine 
GPDH ; et 

15 (2) 1 ' ensemencement du milieu de fermentation, 

contenant au moins 3 0 g/1 de sucres, avec la souche de 
levure transformee ( trans formant) , obtenue en (1). 
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540 032 901 
AIu t Bsp12a6 I Xba t 



1200 



1 


S&rt 

r 






1 Stop 

ll 


1330 













GPD1 



02 



CTT TAA TTT TCT 
52 

GTA TAT TGT ACA 
103 . 

ATG TCT GCT GCT 
1276 

TAG ATT TAT TGG 
1327 

GCT CTT CTA TAT 

1378 

CTT 



TTT ATC TTA CTC TCC TAC ATA AGA CAT CAA GAA ACA ATT 

CCC C CC CCC TCC ACA AAC ACA AAT ATT GAT AAT ATA AAG 

Oligonucleotide 01 

GCT GAT AGA TTA AAC TTA ACT CAT GAA GAT 

AGA AAG A TA ACA TAT CAT ACT TCC C CC ACT TTT TTC GAG 

Oligonucieotide 02 

CAT ATT CAT AAA TTA GCA TTA TGT CAT TTC TCA TAA CTA 



Oligonucleotide 01 : 5'-cgc-tcg-agc-ccc-tcc-aca-aac-aca-3' 
Oligonucleotide 02 



Xhol 

5*-gcg-gat-ccg-ggg-aag-tat-gat-atg-tt-3' 



BamHI 



figure 2 
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FIGURE 5 




FIGURE 6 
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374 

....CGA CGT TGT AAA ACfiACGGCCAQTGM TTC GAG CTC GGT ACC 

. Oligonucleotide (1) v^vjvji^,^^ 

1285 

CGGGGGATCCCCCCACAC CTCGAATTCGAAATG ACCGAC 

^^"^ 1327 

^ GCG ACG CCC AAC CTG 

1351 



CAAGCGACGCCCAACCTG CCTTTTCCTTrGTCGATATCATGT 

1351 j^^g 

AAT TAG TTATGTCACGCT. CGAAGGCTTTAATrTGCAAGC 

1594 

GCG TAATCATGGTCATAGrXG TTT CGT GTG TGA AAT 

Oligonucleotide (2) -r^^^i 



OlioonudeotidedV. 5 ' - GCGTTAArn ACG GCC AGT GAA T - 3 ' 

Hpa I 

pliaonucleorider?V 5 ' - GCGTLiACA GCT ATG ACC ATG AT - 3 ' 

Hpa I 



mssre_12: Position des oligonucleotides (I) et (2) par rapport k la sequence de pUT332. 
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Figure 14 

BNSDOCID: <WO 9641888A1J_> 



NATIONAL SEARCH REPORT 



\aX AppUcatian No 

PCT/FR 96/0Q854 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 6 C12N15/81 C12N1/18 
C12P7/20 



C12N9/02 



C12G3/08 



A21D8/04 



A ccorcting to International Patent Qassification (IPQ or to both national classificaOon and [PC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by dassiQcatian symbols) 

IPC 6 C12N C12G C12P 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used) 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category ' 



Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



MOL. MICROBIOL. (1993), 10(5), 1101-11 
CODEN: MOMIEE;ISSN: 0950-382X, XPOO2009263 
LARSSON, KATRIN ET AL: "A gene encoding 
sn-glycerol 3-phosphate dehydrogenase 
(NAD+) complements an osmosensiti ve mutant 
of Saccharbmyces cerevisiae" 
cited in the application 
see the whole document 



■/-■ 



1-7 



8-10 



[3 



Further documents are listed in the continuation of box C. 



m 



Patent family members are listed in annex. 



* Special categories of dted documents : 

'A' document deflning the general state of the art which is not 
considered to be of particular relevance 

*E' earlier document but published on or after the international 
Gling date 

'L' document which may throw doubts on priority claim(s) or 
which is dted to establish the pubU cation date of another 
citation or ottter spedai reason (as spedfied) 

'O' doctiment referring to an oral disdosure, use, exhibition or 
otho* means 

'P' document published prior to the international filing date but 
later than the prioril^ date claimed 



T* later document published aOer the international filing date 
or priority date and not in conflict with the applicaoon but 
dted to understand the prindple or theory underiying the 
invention 

'X' document of particular relevance; the daimed invention 
cannot he considered novd or cannot be consdcred to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

•y document of p^cular relevance; the daimed invention 
cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art 

document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 

24 July 1996 


Date of mailing of the international search report 

07. 08.95 


Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, P.B. S818 Patentiaan 2 
NL . 2280 HV Rijswijk 
Td. ( + 31.70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: ( + 31-70) 340-3016 


Authorized officer 

Gurdjian, D 



Form PCrnSAJllO <tecoctd fheei) (July IW7) 



page 1 of 2 



BNSOOCID: <WQ 96418aflA1 I > 



INT 



TIONAL SEARCH REPORT 



al Application No 



C^Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 


Category * 


Qtation of document, with indication, where appropriate* of the relevant passages 


Relevant to claim No. 


Y 

1 


MOL. CELL. BIOL. (1994), 14(6), 4135-44 
CODEN: MCEBD4;ISSN: 0270-7306, XP002009264 
ALBERTYN, JACOBUS ET AL: "GPDl, which 
encodes glycerol -3-phosphate 
dehydrogenase, is essential for growth 
under osmotic stress in Saccharomyces 
cerevisiae. and its expression is 
regulated by the high-osmolarity glycerol 
response pathway" 
cited in the application 
see the whole document 


1-10 


V 
1 


J. BACTERIOL. (1994), 176(22), 7091-5 
CODEN: JOBAAY;ISSN: 0021-9193, XP002O09265 
WANG, HWA-TANG ET AL: "Cloning, sequence, 
and disruption of the Saccharomyces 
diastaticus DARl gene encoding a 
g lycero i -i-pnosphate dehydrogenase 
see the whole docunient 


1-10 


Y 


EP,A,0 183 858 (HOLSTEN BRAUEREI AG) 11 

It IMA 1 n oc 

June l9ob 

see page 3, paragraph 6 - page 4, 
paragraph 1; claims 1,10 


8,10 


T 


EP,A,0 245 841 (HOLSTEN BRAUEREI AG) 19 
November 1987 

see page 2. line 31 - line 47 


8,10 


Y 


EP,A,0 128 524 (UNIVERSAL FOODS CORP) 19 

December 1984 

see claims 7,16-19 


9 


A 


MOL. MICROBIOL. (1995), 17(1), 95-107 
CODEN: MOMIEE;ISSN: 0950-382X, XP0O2O09266 
ERIKSSON, PETER ET AL: "Cloning and 
characterization of GPD2, a second gene 
encoding sn-glycerol 3-phosphate 
dehydrogenase (NAD+) in Saccharomyces 
cerevisiae, and its comparison with GPDl" 
see the whole document 


1-7 


Y 


WO, A, 89 05861 (KAMPEN WILLEM HEMMO) 29 
June 1989 
see claim 11 


10 



page 2 of 2 



BNSDOCID: <WO 9641888A1J_> 



NATIONAL SEARCH REPORT 

^fmation on patent family members 



J_PC 



\1 Application No 

PCT/FR 96/00854 



Patent document 


Publication 


Patent family 


Publication 


cited in search report 


date 


member(s) 


date 


EP-A-0183858 


11-06-86 


AU-B- 


589589 


19-10-89 






AU-B- 


5199386 


18-06-86 






WO-A- 


8603222 


05-06-86 






or- 1 - 




09-04-87 






US-A- 


5039531 


13-08-91 


EP-A-0245841 


19-11-87 


DE-A- 


3616094 


19-11-87 






AU-B- 


602691 


25-10-90 






All n 

AU-B- 


7268187 


19-11-87 






JP-A- 


62272965 


27-11-87 






US-A- 


4814188 


21-03-89 


EP-A-0128524 


19-12-84 


US-A- 


4643901 


17-02-87 






AU-B- 


572847 


19-05-88 






AU-B- 


2921484 


13-12-84 






JP-A- 


60070068 


20-04-85 


WO-A-8905861 


29-06-89 


AT-T- 


123305 


15-06-95 






LA-A- 


iJJ03o4 


08-08-95 






DE-D- 


3853921 


06-07-95 






DE-T- 


3853921 


22-02-96 






EP-A- 


0393147 


24-10-90 






FI-B- 


96122 


31-01-96 






RU-C- 


2015165 


30-06-94 






US-A- 


5177009 


05-01-93 






US-A- 


5177008 


05-01-93 



Form (pttent family annex) (Juty 1992) 



BNSOOaO: <WO_9641888A1J_> 



RAPPORT DE R 



RCHE INTERNATIONALE 



I PcT/i 



Internationale No 

FR 96/00854 



A. qtASSEMENT DE L'OBJET DE LA DEMANDE 

CIB 6 C12N15/81 C12N1/18 C12N9/02 C1263/08 A21D8/04 
C12P7/20 

Scion la classification Internationale des brevets (CIB) ou A la fois scion la classification nationalc ct la CIB 



B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation minimale consultce (systeme de classification suivi dcs symboles de classemcnt) 

CIB 6 C12N C12G C12P 



Documentation consultie autre que la documenUtion minimaie dans la mesure oa ccs documents reinvent dcs domaincs sur Icsquels a port* ia rcchcrdie 



Base de donnies ilcctroniquc consul tec au tours de la recherche Internationale (nom de la base dc donnies, et si ccia est rtaUsabIc, tcrmcs de recherche 
utilises) 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categoric * Identification des documents citfcs. avcc» le cas tehcant, I'indication dcs passages pertinents 



no. des revendications visces 



MOL, MICROBIOL. (1993), 10(5), 1101-11 
CODEN: MOMIEE;ISSN: O950-382X, XP0Q2809263 
LARSSON, KATRIN ET AL: "A gene encoding 
sn-glycerol 3-phosphate dehydrogenase 
{NAD+) complements an osmosensi tive mutant 
of Saccharomyces cerevisiae" 
cite dans la demande 
voir le document en entier 



1-7 



8-10 



I X| C l>°^ fi'i de la liste dcs documents ^ documents dc families de brevets sont indiqucs en annexe 



* Categones spcdales de documents citte 

'A' document difmissant I'itat genial de la technique, non 
consid^ comme particulierement pertinent 

*E' document ant6heur» mais public A la date de d^t international 
ou apr^ cette date 

'L' document pouvant jeter un doute sur une revcndication de 
phorite ou cite pour determiner la date de publication d'une 
autre citation ou pour une raison speciale (telle qu'indiquie) 

'O' document se refirant d une divulgation orale, A un usage, & 
une cjq;)osition ou tous autres moyens 

'P' document pubU* avant la date de d^dt international, mais 
posteheurcment A la date de phorite revendiquee 



"T' document ultdieur publii apr^s la date de dtp6t international ou la 
date de phorite et n'appartenenant pas d Titat de la 
technique pertinent, mais dte pour comprendrc le pnncipe 
ou la thtohe constituant la base de I'invention 

'X' document parti culiirement pertinent; I'invention revendiquee nc peut 
ctrc considerte comme nouvellc ou comme impUquant une activtte 
inventive par rapport au document considere isoiement 

'Y' document particuliercmcnt pertinent; I'invention revendiquee 

ne peut etre consideree comme impliquant une activite inventive 
lorsque le document est assode ^ un ou plusieurs autres 
documents de memc nature, cette combinaison etant evidente 
pour une personne du metier 

'A' document qui fait partie de la meme famille de brevets 



Date A laquelle la recherche intemationale a ete effectivement achevee 

24 Jul 1 let 1996 



Date d'expedition du present rapport de recherche intemationale 



0 1 OS. 9S 



Nom ct adresse postale de 1' administration chargee de la recherche intemationale 
Oflice Europeen des Brevets, P.B. 58 18 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. ( + 31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Fonctioruiaire autohse 



Gurdjian, D 



Formuiaire PCT,'1SA/210 (deuxieme feuille) Ouitlet 1993) 



page 1 de 2 



BNSDOCID: <WO 9641888A1J_> 



RAPPORT D 



HERCHE INTERNATIONAI-E 



Intemaaonale No 

PCT/FR 96/G0854 



C^suitc) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 


Categoric ' 


Identification des documents citfes, avec, le cas echianl, I'indication des passages pertinents 


no. des revendicanons visces 


Y 


MOL. CELL. BIOL. (1994), 14(6), 4135-44 
CODEN: MCEBD4;ISSN: 0270-7306, XP002009264 
ALBERTYN, JACOBUS ET AL: "GPDl, which 
encodes glycerol -3-phosphate 

uciiyur uy ciia dc 9 ib ca^ciitiai lur ^iuwlii 

under osmotic stress in Saccharomyces 

cerevisiae, and its expression is 

regulated by the high-osirolarity glycerol 

response pathway" 

cite dans la demande 

voir le document en entier 


1-10 


Y 

T 


1 RArTFRini f1QQ4l \7G(22) 7Q91-5 
CODEN: JOBAAY;ISSN: 0021-9193, XP002009265 
WANG, HWA-TANG ET AL: "Cloning, sequence, 
and disruption of the Saccharomyces 
diastaticus DARl gene encoding a 
y lycero i "j^pnospnaue uenyuruyenaie 
voir le document en entier 


1-10 


Y 


EP,A,0 183 858 (HOLSTEN BRAUEREI AG) 11 

voir page 3, alinea 6 - page 4, alinea 1; 
revendi cations 1,10 


8,10 


V 


PD A n f Uni ^TPM RDAIIPDPT £k(^\ 1Q 
Lr,M,U cH3 OHl ^nULJluri DKnUCKCl M\3 / 17 

Novembre 1987 

voir page 2, ligne 31 - ligne 47 


8 10 


Y 


EP,A,0 128 524 (UNIVERSAL FOODS CORP) 19 
Decembre 1984 

voir revendi cations 7,16-19 


9 


A 


MOL. MICROBIOL. (1995), 17(1), 95-107 

ERIKSSON, PETER ET AL: "Cloning and 
characterization of GPD2, a second gene 
encoding sn-glycerol 3-phosphate 
dehydrogenase (NAD+) in Saccharomyces 
cerevisiae, and its comparison with GPDl" 
voir le document en entier 


1-7 


Y 


W0,A,89 05861 (KAMPEN WILLEM HEMMO) 29 
Juin 1989 

voir revendi cation 11 


10 



Formulitre PCT/IS A/210 (mite de U deuxieme feuUle) (juUlet 1993) 



page 2 de 2 



BNSOOCID: <WO 964ie88A1J_> 



RAPPORT DE Ri^^RCHE INTERNATIONALE 

Rerseignements relatifs aux nhres de raxnilles de brevets 



f Internationale No 

PCT/FR 96/00854 



Document brevet cite 


Date de 


Membre(s) de la 


D&te de 


au rapport de recherche 


publicacion 


famiile de brevet(s) 


publication 


EP-A-0183858 


11-06-86 


AU-B- 


589589 


19-10-89 






AU-B- 


5199386 


18-06-86 






WO-A- 


8603222 


05-06-86 






JP-T- 


62500839 


09-04-87 






US-A- 


5039531 


13-08-91 


EP-A-0245841 


19-11-87 


DE-A- 


3616094 


19-11-87 






AU-B- 


602691 


25-10-90 






AU-B- 


7268187 


19-11-87 






JP-A- 


62272965 


27-11-87 






US-A- 


4814188 


fcX V/O Oi> 


EP-A-0128524 


19-12-84 


US-A- 


4643901 


17-02-87 






AU-B- 


572847 


19-05-88 






AU-B- 


2921484 


13-12-84 






JP-A- 


60070068 


20-04-85 


WU-A-oyUbool 


irv rtrt 

29-00-89 


AT-T- 


123305 


15-06-95 






PA-A- 




08-08-95 






DE-D- 


3853921 


06-07-95 






DE-T- 


3853921 


22-02-96 






EP-A- 


0393147 


24-10-90 






FI-B- 


96122 


31-01-96 






RU-C- 


2015165 


30-06-94 






US-A- 


5177009 


05-01-93 






US-A- 


5177008 


05-01-93 



Formuiure PCT.<lSA,aiO (utnen facniUes d« brevets) (juillet 1993) 

Br4SDOCID: <WO 9641888AUL> 



